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1.1 はじめに  
 
 細胞は元来、生体内の環境（ in vivo）でしか長時間生存できないが、1951 年ジョンズ・
ホプキンス大学病院のある医者が子宮頸癌患者 Henrietta Lacks の癌組織標本をペトリ皿に
入れた後、その細胞は二十四時間ごとに自らの完全な複製を生み出し、しかもとどまるこ
とがなかった [1]。こうしてその細胞（HeLa）は世界で初めて研究室内で培養された、不死
のヒト由来細胞株（ cell line）になった [2]。 HeLa の培養手法の確立が基盤となって 、生体
外の環境（ in vitro）での細胞培養技術が一気に発展されてきた。  




球状の細胞塊（ cell aggregate）を形成できることが知られた [3]。このような三次元細胞塊
モデルは in vitro で生体組織の形態・機能を再現する可能性があり、薬物動態・がん治療・
再生医療などの分野で幅広く注目されている [4-6]。一方、細胞塊内部で進行する様々な細






導前の未分化な状態でも細胞表現型における 微妙な不均一性がある [12]。このような 1 細
胞 解 析 は 再 生 医 療 や が ん 研 究 な ど の 分 野 に 大 き な 貢 献 を も た ら す こ と が 期 待 さ れ る [13, 
14]。  
マイクロ電極を用いた電気化学測定は細胞塊や 1 細胞における生体分子の細胞応答を電




内 外 に お け る さ ま ざ ま な 機 能 分 子 を 高 感 度 ・ 高 速 か つ 非 侵 襲 的 に 評 価 す る こ と が で き る
[15-17]。本研究では、電気化学的手法に基づく簡便かつ正確な機能評価法と 1 細胞レベル
での網羅的遺伝子解析法を細胞塊モデルに適用した。第 3 章と第 4 章では、それぞれ細胞
塊個々の酸素消費速度と老化関連酵素の電気化学的評価を行った。第 5 章と第 6 章では、
それぞれ細胞塊を構成する個々の 1 細胞レベルで細胞分化の不均一性評価と中胚葉前駆細
胞の挙動評価を行った。   
 




ける細胞増殖、老化やアポトーシスに関連する研究に応用できる 。また、ES 細胞や iPS 細
胞（人工多能性幹細胞）などの幹細胞を用いるモデルは胚様体（Embryoid body, EB）と呼
び、再生医療分野における分化過程の研究などに応用できる 。  
 
1.2.1 細胞塊の増殖モデル  
 
がん研究においては、細胞塊が固形腫瘍に近い形態を示すことから、化学療法や放射線
治療などの腫瘍モデルとして 20 年以上前から利用されている [5]。2005 年、Mellor らは 5-




で再現可能であることも報告された [19]。  
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統的に研究されていない上、 in vivo との関連度も検討する必要がある。  
 
1.2.2 細胞塊の分化モデル  
 
1985 年、Doetschman らはマウス ES 細胞を浮遊培養して得られた胚様体 EB が生体内胚
発生と同様に様々な細胞系に分化する能力を持つということを証明し、 初めてのマウス胚
発生の in vitro モデルとして報告した [23]。 EB 内の細胞は胚発生のより進行した段階にも
分化し、心筋細胞、骨格筋細胞、内皮細胞、神経細胞、脂肪細胞などの細胞種を生じる [24, 
25]。 Kennedy らは EB の発生過程における造血系と内皮系細胞両方に分化する能力を持つ
前駆細胞の集団を同定した [26, 27]。Brustle らは EB 由来の神経前駆細胞を新生ラットの脳
に移植した後もニューロン、アストロサイトおよびオリゴデンドロサイトなどの神経細胞
に分化できることを示した [28]。Westfall らは EB の中の細胞から、筋原繊維の組み立て、
筋節形成及び心筋細胞特異的な機能性ギャップ結合を観察できた [29]。Drab らは EB 培養
の培地にレチノイン酸及びジブチリル環状アデノシン一リン酸 を添加することで、血管平
滑筋細胞の分化誘導を成功した [30]。  
 
1.3 マイクロ電極を用いた生体分子の電気化学的測定  
 










i =  4nFDCa 
 
ここで i は電極に流れる定常電流値（ A）、n は酸化 /還元反応における反応電子数、 F はフ
Fig. 1-1 マイクロ電極を用いた  
電気化学測定  
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ァラデー定数（C/mol）、D は電極反応種の拡散係数（ cm2/s）、C は電極反応種濃度（ mol/L）、
a はマイクロ電極の半径（ cm）である。反応種の濃度に比例することから、定常電流 i を
用いて反応種の定量ができる。Takii らは直径 5 μm の Pt マイクロ電極を用いて酸素還元電
流 の 測 定 に よ り 神 経 細 胞 呼 吸 活 性 の 空 間 分 布 を 評 価 し た [31] 。 Takahashi ら は p-
aminophenylphosphate（ PAPP）を基質として、膜タンパク質 EGFR と結合したアルカリフォ
スファターゼと反応し、生成した p-aminophenol（PAP）の酸化電流の測定により電気化学
的受容体を介したエンドサイトーシスの検出法を開発した [32]。 Matsumae らは直径 20 μm
の Pt マイクロ電極を使って、ES 細胞未分化マーカーとしての膜酵素アルカリフォスファ
ターゼの測定により、 1 細胞レベルでの分化状態評価を成功した [33]。  
 





はまずメッセンジャー RNA（mRNA）に転写し、その mRNA をテンプレートとしてタンパ
ク質への翻訳を行う。細胞のこのようなタンパク質の合成法則は セントラルドグマとして
知られている。よって、細胞内におけるある特定のタンパク質の量的変化を解析する場合、
それを直接にコードする mRNA の発現量を把握することは重要である。  
その中、リアルタイム PCR（ real-time PCR）は細胞から抽出・精製したトータル RNA を
逆転写反応により合成した相補的 DNA（ cDNA）を鋳型としてポリメラーゼ連鎖反応（PCR）
を行い、その増幅率に基づく遺伝子解析法であり、最も使われている mRNA 定量法である。
Fig. 1-2 に cDNA の合成と PCR 反応の原理を示す。  
Fig. 1-2 リアルタイム PCR (A) cDNA の合成の原理  (B) PCR 反応の原理  
(A) (B) 




1.4.1 検出の原理  
 
リアルタイム PCR 法に用いられる蛍光色素の種類は大きく二つに分類される 。  
二本鎖 DNA に特異的に組み込む蛍光色素を用いる手法はインターカレート法と呼ぶ。
この方法はあらゆる二本鎖 DNA 配列に対して同じ試薬を用いることができ、汎用性が高
いが、目的配列以外の二本鎖 DNA も検出してしまう欠点がある。  
増幅したい配列に特異的なオリゴヌクレオチドプライマーに蛍光色素を結合させたプロ
ーブを用いる方法はプローブ法と呼ぶ。この方法は検出特異性が高いが、目的配列ごとに
プローブを設計する必要がある [34]。  
 
1.4.2 定量の原理  
 
リアルタイム PCR では 1 サイクルご
とにサンプルに含 む cDNA のコピー数
は 2 倍に増加する。この増幅を cDNA に




た、PCR 反応スタート時点の cDNA の量が多いほど低サイクル数で増幅曲線が立ち上がる。
そ の 際 、 あ る 蛍 光 強 度 を 閾 値 と し て 設 定 し 、 そ の 閾 値 に 達 し た 時 の サ イ ク ル 数 を Ct 
（Threshold Cycle）値と呼ぶ。Ct 値と初期濃度には線形性があるため、濃度既知サンプル
を用いて検量線を作製することができる。ここに未知濃度サンプルの Ct 値を代入するこ
とで、未知濃度のサンプルの初期濃度を算出できる 。  
 
1.5 フローサイトメトリー  
 
1 細胞研究の最大の課題の 1 つは、回収された数百万の細胞から目的の 1 細胞をピック
アップすることである。細胞は小さい上、柔軟な構造や不均一なサイズを持つため、 研究
者や臨床医として 1 細胞のキャプチャは非常に困難である。  
Fig. 1-3 リアルタイム PCR 定量の原理  
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フローサイトメトリー（ Fluorescence-activated cell sorting, FACS）は光学技術により整然
と一列に流す層流中にある細胞を多重パラメータかつ高速的分析、回収する技術である。
目的細胞群の中から精確的に 1 細胞ずつ回収できるため、 1 細胞解析に幅広く応用されて
いる [35]。現在、光源及び蛍光標識技術の発展により、最大で十数色の蛍光に基づく細胞回
収が可能となった [36]。  
 


















ことで波長ごとに分離し検出器に送られる（ Fig. 1-4）。  
 
























+ 3 0 0 0  V -3 0 0 0  V
－電荷を帯びた液滴
Fig. 1-5 FACS 細胞回収の原理  






















同じ培養日数かつ半径約 100 μm の細胞塊を抗がん剤に暴露し、それぞれ暴露後サイズと
酸素消費速度の変化を比較した。  
 
第 4 章  
 
増殖抑制程度と従来法の SAβGal アッセイを指標として、ALL-trans レチノイン酸（ATRA）




第 5 章  
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ヒト前骨髄性白血病細胞株（ HL-60）とマウス ES 細胞を用いて、 FACS による 1 細胞回
収及び Biomark システムによる網羅的遺伝子解析を行った。遺伝子発現プロファイルに基
づき、  分化前後の HL-60、ES 細胞を複数のグループに分類することに成功した 。  
 
第 6 章  
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2.1 はじめに  
 
 本章は各章共通の実験操作について述べる。  
 
2.2 溶液の調整  
 
1) リン酸緩衝溶液（PBS）: ダルベッコリン酸緩衝生理食塩末（ Wako）を 500 ml の超純水
で溶解した後、オートクレーブで滅菌を行う。溶液は室温で保存する。  
2) 牛胎児血清（ FBS, Gibco） : 56 °C で 30 min 加熱（非働化）を行った後分注する。溶液
は -20 °C で保存する。  
 
2.3 細胞操作  
 
本研究には、ヒト乳癌細胞株（ MCF-7, 東北大学加齢医学研究所附属医用細胞資源セン
ター提供）、マウス ES 細胞（129SV, DS PHARMA BIOMEDICAL）、ヒト前骨髄性白血病細
胞株（HL-60, 理化学研究所提供）を用いた。細胞操作はすべてクリーンベンチ内で作業を
行い、培養は炭酸ガスインキュベーター内において、 37 °C 及び 5% CO2 条件下で行った。
使用する器具はクリーンベンチ外で消毒用エタノール（ Wako）、クリーンベンチ内でガス
バーナー を用 いて滅 菌を行っ た。 細胞数 計算は デ ィス ポーザ ブル血球 計算 板 （ DHC-B02, 
Digital Biology）を使用した。  
 
2.3.1 MCF-7 細胞の平面培養  
 
MCF-7 細胞平面培養の培地は RPMI-1640（Gibco）に 10% FBS、1% ペニシリン /ストレ
プトマイシン（PS, Gibco）を添加したものを使用した。  




1) MCF-7 細胞の融解  
 
①  細胞を液体窒素から取り出し、37 °C ウォーターバス中で解凍した後、速やかに 15 ml
遠沈管に移す。  
②  培地を 4 ml 添加し、軽くピペッティングした後 300 × g で 5 min 遠心分離を行う。  
③  上清液を除去し、新たに 2 ml 培地を加えてピペッティングし、細胞数を計算する。  
④  5 × 105 cells を含む 5 ml 培地を 25 cm2 組織培養用フラスコ（ Falcon）に添加した後、
インキュベーターに移動して培養する。  
 
2) MCF-7 細胞の継代  
 
①  培養フラスコをインキュベーターから取り出し、クリーンベンチに移動する。  
②  細胞を傷つけないように注意しながら培地を除去する。  
③  PBS 溶液 5 ml をフラスコ内に添加し、細胞全体を洗浄した後除去する。この操作は、
死細胞や培地中に含まれる血清を洗い流すことで、次の操作で用いる細胞を接着面から剥
離するタンパク質分解酵素トリプシンを十分に作用させるためである。  
④  37 °C ウォーターバスで解凍した 0.25%トリプシン -EDTA 溶液（Gibco）を 1 ml 添加
し、インキュベーター内で 3 min 静置した後位相差顕微鏡を用いて細胞剥離の様子を確認
する。その際、トリプシンは細胞毒性が強いため、次の操作は迅速に行う。  
⑤  4 ml 新しい培地をフラスコに添加した後、すべての溶液を 15 ml 遠心管に移動する。  
⑥  300 × g で 5 min 遠心分離を行った後、上清液を除去し、新たに 5 ml 培地を添加して
ピペッティングする。  
⑦  細胞数を計算した後、 5 × 105  cells を含む 5 ml 培地を 25 cm2 フラスコに添加する。  
⑧  フラスコをインキュベーターに移動して培養する。以上の継代操作は 4 日間隔で行う。 
 
3) MCF-7 細胞の凍結保存  
 
①  細胞継代操作の手順①から⑥まで行う。  
②  細胞数を計算した後、2.5 × 106 cells を含む細胞懸濁液を 15 ml 遠心管に移動し、300 × 
g で 5 min 遠心分離を行う。  
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③  上清培地を除去した後、 1 ml 細胞凍結保存液（セルバンカー , 日本全薬工業）を添加
し、1.8 ml クライオチューブ（ Thermo Scientific）に移動する。  
④  チューブの蓋をしっかり密閉した後、あらためて 4 °C で冷やした凍結処理容器（バイ
セル , 日本フリーザー）に入れ、 -80 °C 冷凍庫に一晩静置する。  
⑤  翌日、チューブを冷凍庫から取り出し、液体窒素内に移動して保存する。  
 
2.3.2 HL-60 細胞の平面培養  
 
HL-60 は浮遊細胞であり、培地は RPMI-1640 に 10% FBS、1% PS を添加したものを使用
した。  
 
1) HL-60 細胞の融解  
 
①  細胞を液体窒素から取り出し、37 °C ウォーターバス中で解凍した後、速やかに 15 ml
遠沈管に移す。  
②  培地を 4 ml 添加し、軽くピペッティングした後 300 × g で 5 min 遠心分離を行う。  
③  上清液を除去し、新たに 2 ml 培地を加えてピペッティングし、細胞数を計算する。  
④  5 × 105 cells を含む 5 ml 培地を 25 cm2 フラスコに添加した後、インキュベーターに移
動して培養する。  
 
2) HL-60 細胞の継代  
 
①  培養フラスコをインキュベーターから取り出し、クリーンベンチに移動する。  
②  フラスコ内の細胞懸濁液全量を 15 ml 遠心管に移動し、 300 × g で 5 min 遠心分離を行
う。  
③  新たに 5 ml 培地を添加してピペッティングした後、細胞数を計算する。  
④  5 × 105 cells を含む 5 ml 培地を 25 cm2 フラスコに添加した後、インキュベーターに移
動して培養する。  
 
3) HL-60 細胞の凍結保存  
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①  細胞継代操作の手順①から③まで行う。  
②  細胞数を計算した後、2.5 × 106 cells を含む細胞懸濁液を 15 ml 遠心管に移動し、300 × 
g で 5 min 遠心分離を行う。  
③  上清培地を除去した後、 1 ml 細胞凍結保存液を添加し、1.8 ml クライオチューブに移
動する。  
④  チューブの蓋をしっかり密閉した後、あらためて 4 °C で冷やした凍結処理容器に入
れ、 -80 °C 冷凍庫に一晩静置する。  
⑤  翌日、チューブを冷凍庫から取り出し、液体窒素内に移動して保存する。  
 
2.3.3 マウス ES 細胞の平面培養  
 
マウス ES 細胞平面培養の培地は StemMedium（ DS Pharma Biomedical）に 1000 U/ml 
ESGRO Supplement（ LIF; Millipore）、0.1 mM 2-メルカプトエタノール（ 2-ME, Millipore）、
1% PS を添加したものを使用した。細胞に添加する前に、培地を改めて 37 °C ウォーター
バスで温めた。  
 
1) 培養容器のゼラチンコート  
 
ES 細胞を接着させるために、培養容器のゼラチンコートが必要である。  
 
①  25 cm2 フラスコに 0.1%ゼラチン溶液（Millipore）を 4 ml 添加し、良くなじませた後、
室温で 4 h 静置する。  
②  ゼラチン溶液を除去し、4 ml PBS 溶液で洗浄を行う。  
③  フラスコ内の溶液をピペットマンで完全に除去した後、クリーンベンチ内で一晩風乾
させる。コート済みの容器は 4 °C で保存し、3 ヶ月間使用可能である。  
 
2) ES 細胞の融解  
 
①  細胞を液体窒素から取り出し、37 °C ウォーターバス中で解凍した後、速やかに 15 ml
遠沈管に移す。  
②  培地を 4 ml 添加し、軽くピペッティングした後 300 × g で 3 min 遠心分離を行う。  
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③  上清液を除去し、新たに 2 ml 培地を加えてピペッティングした後、細胞数を計算す
る。  
④  1 × 106 cells を含む 5 ml 培地をゼラチンコートしたフラスコに添加した後、インキュ
ベーターに移動して培養する。  
 
3) ES 細胞の継代  
 
①  培養フラスコをインキュベーターから取り出し、クリーンベンチに移動する。  
②  細胞を傷つけないように注意しながら培地を除去する。  
③  PBS 溶液 5 ml をフラスコ内に添加し、細胞全体を洗浄した後除去する。  
④  5 ml アクターゼ（Millipore）溶液を添加し、インキュベーター内で 3 min 静置した後
位相差顕微鏡を用いて細胞剥離の様子を確認する。  
⑤  すべての溶液を 15 ml 遠心管に移動し、 300 × g で 3 min 遠心分離を行った後、上清液
を除去する。  
⑥  新たに 5 ml 培地を添加してピペッティングした後、細胞数を計算する。  
⑦  1 × 106 cells を含む 5 ml 培地をゼラチンコートしたフラスコに添加した後、インキュ
ベーターに移動して培養する。  
⑧  翌日から毎日培地交換を行い、継代操作は 3 日間隔で行う。  
 
4) ES 細胞の凍結保存  
 
①  細胞継代操作の手順①から⑥まで行う。  
②  細胞数を計算した後、 5 × 106 cells を含む細胞懸濁液を 15 ml 遠心管に移動し、 300 × g
で 3 min 遠心分離を行う。  
③  上清培地を除去した後、 1 ml 細胞凍結保存液を添加し、1.8 ml クライオチューブに移
動する。  
④  チューブの蓋をしっかり密閉した後、あらためて 4 °C で冷やした凍結処理容器に入
れ、 -80 °C 冷凍庫に一晩静置する。  
⑤  翌日、チューブを冷凍庫から取り出し、液体窒素内に移動して保存する。  
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2.4 走査型電気化学顕微鏡（ SECM）  
 
2.4.1 基本原理  
 
 マ イ ク ロ 電 極 を プ ロ ー ブ に 用 い た シ ス テ ム の 一 つ と し て 、 走 査 型 電 気 化 学 顕 微 鏡  












2.4.2 マイクロ電極の作製 [6] 
 
本研究では、電気化学的測定を行う ために、先端径が数マイクロメートルの Pt ディスク
電極を作製した。以下に作製方法を示す。  
 
① 外径 1.65 mm、内径 1.1 mm の低融点ガラス管（ PG10165-4, World Precision Instrument）
を 5 cm 程度の長さに切断した後、キャピラリープラー（ Model PN-3, Narishige）を用いて
条件 HEATER ONRY: 40.0 で中央部を加熱し、キャピラリー両端を引くことで細尖化する 。 
②  10 cm 程度の銅リード線（直径 0.3 mm）の両端をあぶって紙ヤスリで削った後、スポ
ット溶接機（ ME-35A, Miyachi）で一端に 10 mm 程度の Pt 線（直径 20 μm, 田中貴金属）
と溶接する。  
③ （必要な場合）Pt 線の先端を電解研磨により細尖化する。銅リード線をマイクロフォ
ージ（MF-7, Narishige）に固定して陽極と接続した後、先端の Pt 線を飽和 NaNO3 溶液中に
（顕微鏡目盛りで 10 目盛り程度）浸漬する。Pt 板を陰極と接続し、Pt 線の近傍に配置す
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る。周波数発生装置（ FG-141, NF Circuit Design Block）を用いて 5~10 Vp-p ’ , 200~300 Hz の
交流電圧を約 7 min 印加する。反応終了後、大きい気泡を出すことで Pt 線に付着したゴミ
を落とし、超純水でよく洗浄する。  
④  Pt 線を細尖化したキャピラリーの先端まで挿入する。Pt 線が曲がって挿入しにくい場
合は少しあぶってからまっすぐ伸ばす。  
⑤  熱収縮チューブを用いてキャピラリー開口部の銅リード線を固定する。  
⑥  キャピラリーをマイクロフォージに固定し、先端部を加熱した電熱線で封止する。  
⑦ キャピラリー先端をダイヤモンドグラインダー（ EG-6, number 5000; Narishige）で削
り、Pt 線断面を露出させる。  
⑧ ガラスの削りカスが先端に付着している場合は、 0.01 M NaOH 水溶液中に浸して除去
する。  
 
2.4.3 参照電極の作製 [6] 
 
電気化学的測定を行う際に参照兼対極として、銀・塩化銀（ Ag/AgCl）電極を使用した。
以下に製作方法を示す。Ag/AgCl 電極は先端を飽和 KCl 溶液中に浸しながら、なるべく光
に曝さない環境で保管する。  
 
① ガラス管（直径 3 mm, Pyrex）を 10 cm 程度に切断し、一端をガスバーナーで少し封止
した後、長さ 1 cm 程度の Pt 線（直径 300 μm）を半分挿入した状態で完全に封止する。  
② 注射針を使ってガラス管に飽和 KCl 水溶液で満たし、粉末の KCl、AgCl を順番に添加
する。その際、管内の Pt 線を覆うように KCl 粉末が積層していることを確認する。  
③ 直径 1 mm の Ag 線を 3 cm 程度に切断し、0.1 M HCl 中で 0.4 mA/cm2 の電流密度で 30 
min アノード分極させ、半分程度の AgCl を析出させる。  
④  Ag/AgCl 線の AgCl 側をガラス管に挿入し、一端がガラス管の外部に残る状態でパラ
フィルムで塞ぐ。  
 
2.4.4 HV-405 システム [7] 
 
本研究が行った電気化学測定はすべて珠 玖らが開発した受精卵呼吸量測定装置（ HV-405, 
北斗電工）を使用した。装置は主にポテンショスタット、倒立顕微鏡、XYZ ステージ及び
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制御 PC で構成される（ Fig. 2-1）。測定は 6 個の逆円錐形ウェルが施された専用のプレート
（機能性ペプチド研究所）の中で行い、連続した測定ができる。Fig. 2-2 に測定イメージを
示す。今まで、このシステムを用いることで、初期胚の酸素消費速度 [3]や EB のアルカリ





2.5 リアルタイム PCR 
 
本 研 究 が 行 っ た 細 胞 塊 レ ベ ル の リ ア ル タ イ ム
PCR 遺伝子解析は LightCycler 1.5 システム（ロシ
ュ）を使用した。トータル RNA 精製と cDNA 合成
はそれぞれ RNeasy Micro Kit（Qiagen）と Quantitect 
Reverse Transcription Kit（Qiagen）を使用し、製品に
添付した説明書通りで操作した。検出は LightCycler 
FastStart DNA Master SYBR Green I Kit（Roche）を用いてインターカレーション法で行っ




Fig. 2-2 測定のイメージ  Fig. 2-1 HV-405 システム概要  
試薬 液量
H2O, PCR-grade 13.4 μl
MgCl2 stock solution 1.6 μl
Primer pair mix 1.0 μl
SYBR Green I (1aと1b混合後) 2.0 μl
cDNA 2.0 μl
Total液量 20.0 μl
解析モード Cycles Target Temperature Incubation Time Temperature Transition Rate Acquisition Mode
Denature 1 95 °C 10 min 20 °C/s None
95 °C 10 sec 20 °C/s None
58 °C 10 sec 20 °C/s None
72 °C 10 sec 20 °C/s Single
95 °C 0 20 °C/s None
65 °C 15 sec 20 °C/s None
95 °C 0 0.1 °C/s Continuous
Cooling 1 40 °C 30 sec 20 °C/s None
45Quantification
1Melting
Table. 2-1 PCR 反応溶液の調整  
Table. 2-2 PCR 反応のプロトコール  
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2.5.1 プライマーの設計  
 
プ ラ イ マ ー の 設 計 は ロ シ ュ の ProbeFinder デ ー タ ベ ー ス
（http://qpcr.probefinder.com/organism.jsp）を利用し、ウェブサイト上で行った [8]。その際、
以下の原則に従って特異性と増幅効率の良い プライマーを選択した [9, 10]。  
 
1) 増幅産物（Amplicon）の長さが 100 - 200 塩基（nt）の範囲にある。  
2) プライマー配列（ Left Primer と Right Primer 両方）の長さが 16 - 30 bases（18 - 24 bases
がベスト）の範囲にある。  
3) プライマーの融解温度（Tm）が 56 – 68 °C（ 63 – 64 °C がベスト）の範囲にある。  
4) Left Primer と Right Primer の Tm の差は 1 °C 以内である。  
5) Amplicon はイントロンを挟むデザイン（ Intron spanning）である（プライマーの PDF 資
料から確認する）。  
6) 最 後 に UCSC の In-Silico PCR デ ー タ ベ ー ス （ http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr?command=start）を利用し、設計したプライマーの特異性を確認する。その際、
「Genome」に動物種を選択し、「 Assembly」に最新のものを選択し、「 Target」に「UCSC 
genes」を選択する。Forward Primer と Reverse Primer にそれぞれプライマーの配列を貼
り付ける。「 submit」をクリックすると入力したプライマーペアが増幅できる配列を表
す。この配列が ProbeFinder データベースの Amplicon データに一致しない、あるいは配
列が唯一ではない場合プライマーを再設計する。  
 
新しく設計したプライマーの情報は末永研の Primer database にて記録し、同時にプライ
マーの PDF 資料も保存する。以下各章に記載したプライマー番号は Primer database で確認
できる。プライマーの合成はユーロフィンジェノミクス株式会社に委託した。  
 
2.5.2 プライマーペアミックスの製作と保存  
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合 成 さ れ る プ ラ イ マ ー 溶 液 の 濃
度が異なる場合があるため、実験す
る前に 20 μM プライマーペアミッ
クス（Primer pair mix）溶液を製作
した。溶液中に含むプライマーのモ
ル 数 は プ ラ イ マ ー と 一 緒 に 届 く
Oligonucleotide Data Sheet から確認
できる。製作する前にすべてのプライマー溶液をボルテックスで軽く混合した後スピンダ
ウンする。  
Table. 2-3 に従って、順番にプライマー溶液、RNase フリー水（RNase-free water, Qiagen）
を添加し十分混合する。その際、一つの遺伝子における Forward primer と Reverse primer の
モル数が異なる場合は少ない方から添加する。製作した プライマーペアミックス溶液を 25 
μl ずつ分注した後冷凍保存する。  
 
2.5.3 発現量の計算  
 
 LightCycler 1.5 システムにおける遺伝子発現量の計算は比較 Ct 法（ΔΔCt 法）を使用し





①  基準とするサンプルのターゲット遺伝子の Ct 値と内在性コントロール遺伝子の Ct 値
の差を計算し、ΔCtA とする。  
②  未知サンプルのターゲット遺伝子の Ct 値と内在性コントロール遺伝子の Ct 値の差を
計算し、ΔCtB とする。  
③  ΔCtB と ΔCtA の差を計算し、 ΔΔCt とする。  




モル数(nmol) Forward primer(μl) Reverse primer(μl) RNase-free water(μl)
4 80 80 40
5 100 100 50
6 120 120 60
7 140 140 70
8 160 160 80
9 180 180 90
10 200 200 100
※プライマー溶液はモル数少ないほうから添加する
Table. 2-3 プライマーペアミックスの調整  
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た MCF-7 細胞の解析は Tbp、マウス ES 細胞の解析は Actb を内在性コントロール遺伝子と
して使用した [11]。  
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第 3 章  異なる培養環境における細胞機能変化の多因子評価  
 
本 章 の 内 容 の 一 部 は 、「 Multi-parameter analyses of three-dimensionally cultured tumor 
spheroids based on respiratory activity and comprehensive gene -expression profiles」という題目
で、Anal. Biochem.の学術論文として受理され、掲載されている。（ Anal. Biochem., 439(2), 
187-193 (2013).）  
http://www.sciencedirect.com/science/artic le/pii/S0003269713001942 
 











3.2 実験方法  
 




を作製する手法である [3]。以下に実験手順を示す。  
 
①  一つのドロップ（ 20 μl）内に含む細胞数を設定し、それに合わせた濃度の細胞懸濁液
を調製する。  
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②  ドロップの蒸発を防止するために、改めてディッシュに 2 ml PBS 溶液を添加する。  
③  ディッシュの蓋の内側を使って、中心部分に調整した細胞懸濁液を 20 μl ずつスポッ
トする（60 mm ディッシュの場合一つの蓋に最大 10 個）。  
④  蓋を素早くひっくり返した後、ディッシュをインキュベーターに移動し培養する。  
 







い。また、細胞が PDMS 表面に接着しないため、細胞塊培養に適す。本論文は PDMS で製
作した直径 100 μm、深さ 100 μm のマイクロウェル中で細胞塊の培養を行った。以下に実
験手順を示す。  
 
1) クロムマスクの作製 [4] 
 
フォトリソグ ラフィー の露光段階で 用いるク ロ
ム マ ス ク は 東 北 大 学 VBL （ Venture Business 
Laboratory） の レ ー ザ ー 描 画 装 置 を 使 用 し 作 製 し
た。準備として、CAD ソフト（Vector Works）を用
いて描画したいパターンのデジタルデータ（ [.dxf] 
形式にする）を作成する。その際、直径 200 μm の
円形パターン 2500 個（縦 50 × 横 50, 隙間 30 μm）を交
差的な形で設計した（ Fig. 3-1）。以下にクロムマスクの作製手順を示す。  
 
① 2.5 inch クロムマスクブランクス（アルバック成膜 ) を 145 °C で 5 min 加熱し、室温
で 10 min 放冷する。  
② レジスト OFPR800-15cp を使って条件 500 rpm 5 sec、4000 rpm 30 sec でスピンコート
する。  
Fig. 3-1 マスクのパターン  





④ Table. 3-1 に従って、現像によりマスク露光部
のレジストを除去する。  














② 基板をホットプレートに移動し、50 °C で 2-3 min 静置して温める。  
③ 厚さ 50 μm のフィルム型 SU-8 を任意の大きさに切断し、保護フィルムを剥がしな が
ら、ローラーを用いて基板に貼り付ける。その際、気泡が入らないように注意する。 1 枚
目のフィルムの上に同じフィルムをもう一枚重ねることで厚さを 100 μm にする。  
④ 室温で静置し、十分に基板が冷めたら、フィルム裏面の保護フィルムを剥離する。  
⑤ 基板をホットプレートに移動し、65 °C で 1 min、95 °C で 5 min 加熱した後、65 °C で
3 min 冷やし、さらに室温まで冷やす。  
⑥ クロムマスクを接触式アライナーと重ね合わせた後、高圧水銀灯（500 W）を用いて基
板を露光する。  
⑦ 基板をホットプレートに移動し、65 °C で 1 min、95 °C で 5 min 加熱してレジストを
硬化させる。 65 °C で 3 min 冷やした後、さらに室温まで冷やす。  
⑧ 基板を現像液（ SU-8 developer）に浸し、ピンセットで揺らしながら現像を行う。現像
の後イソプロパノールを用いて 2 回洗浄する。  
操作 条件
現像液（NMD-3）処理 90 sec
リンス（蒸留水） 30 sec × 2
基板ベーク 145 °C, 30 min
放冷 室温, 10 min
N2ブロー
パターンチェック










Table. 3-2 エッチングの条件  
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⑨ 基板 180 °C オーブン中で 30 min 加熱し、パターンを硬化させる。  




3) PDMS マイクロウェルの作製と細胞塊の培養  
 
鋳型を用いて細胞塊を培養用の PDMS マイクロウェルを作製した。以下に手順を示す。 
 
① PDMS（SILPOT 184, 東レ）と硬化剤を重量比 10 : 1 の割合で混合し、真空ポンプで気
泡が全部出るまで 30 min 脱気を行う。  
② 脱気した PDMS を鋳型表面全体に流し込んだ後、適当な大きさに切り出した OHP フ
ィルムを PDMS の上に覆う。  
③ 80 °C オーブン中で 30 min 熱硬化を行った後、 OHP フィルムに接着した PDMS を鋳型
から剥離する。  
④ 剥離されたチップを適当の大きさに切り、一晩紫外線照射することにより滅菌する。  
⑤ 翌日、チップを消毒用エタノールに浸漬した後、OHP フィルムを剥がして 35 mm ディ
ッシュの底面に固定し、クリーンベンチ内で乾燥する。  




3.2.3 Mouth pipette の製作 [5] 
  
細 胞塊 を 移 動 す るた めに mouth pipette を 作 製し た 。
Mouth pipette はガラスキャピラリー、吸引チューブおよ
びシリコンキャップ三つの部分で構成される（ Fig. 3-2）。 




Fig. 3-2 Mouth pipette の写真  




3.2.4 細胞塊サイズの測定  
 
 細胞塊は球状であるものの、完全な球形となることは少ない。そのため、細胞塊サイズ





 × √𝑎 × 𝑏 
 
ここで R は細胞塊の平均半径（μm）、 a と b はそれぞれ細胞塊の長軸半径（μm）と短軸
半径（μm）である。a と b の値は ImageJ ソフトウェア（http://imagej.nih.gov/ij/）を用いて
測定した。以下に操作方法を示す。  
 
① Fig. 3-3 にソフトウェア起動後の様子を示す。まず File のタッグから、撮影した細胞
塊の写真ファイルを開く。  
② 直線ツール①を使って写真のスケールバーと同じ長の線を引く。②の Analyze タッグ
をクリックし、Set Scale を選択する。 Known distance に実際の距離を入力した後 Global を
チェックし、OK ボタンを押す。  
③ Analyze タッグから Set Measurements を選択し、 Fit ellipse をチェックする。  
④ 手描きツール③を使って細胞塊のある範囲を囲んだ後、Analyze タッグから Measure を
クリックする。  







3.2.5 酸素消費速度評価  
 
 生きている細胞は外部環境から酸素と栄養物質を吸収することで、ミトコンドリア内の
Fig. 3-3 ImageJ ソフトウェア起動後の様子  














① Mouth pipette を使って改めて 200 μl PBS 溶液が添加されたリプロプレート（機能性ペ
プチド研究所）のウェルに細胞塊を 1 個ずつ移動し、洗浄する。  
②  位相差顕微鏡で写真を撮影した後、3 ml ERAM-2 呼吸測定液（機能性ペプチド研究所）
が添加された測定プレート（機能性ペプチド研究所）のウェルの中心に細胞塊を 1 個ずつ
移動する。すべて 6 つのウェルのうち、1 つにはサンプルを入れずに、ネガティブコント
ロールとして使用する。  
③  測定プレートを装置の XYZ ステージにのせ、溶液に参照極を浸した後、マイクロ電
極（直径 20 μm）を液面の上で固定する。  
④ 制御用 PC、ポテンショスタットの順で起動し、測定温度が 37 °C になっていることを
確認する。  
⑤  測定ソフト（COW.exe）を起動し、電位（Operation pot）を -0.5 V に設定する。また、
「胚の半径」、「胚と電極間距離」、「計測レンジ」、「移動距離」、「速度」もそれぞれ設定す
る。「走査回数」が「 3」、測定モードが「 D」になっていることを確認した後、ポテンショ
スタット ON のボタンを押す。  
⑥  マイクロ電極を手動で下ろし、液面に接触させる。接触した後ソフトから電流値応答
が観察される。  
⑦  顕微鏡の 4 倍対物レンズを使って電極の位置を接眼レンズ目盛りの中心に移動する。
その後、ネガティブコントロールのウェルの中心を接眼レンズ目盛りの中心に合わせる。  
⑧  10 倍対物レンズに変換し、ウェルの中心にピントを合わせる。観察しながら手動でゆ
っくりマイクロ電極をぎりぎりウェルの側面とぶつからない位置まで下ろす。その際、電
極がウェルの壁にぶつかると位置が一瞬大きくずれる。  





⑩ 測定結果を保存する。手動モータを 2 週程度回してマイクロ電極を上昇させた後、手
順⑦から次のウェルの測定を行う。すべてのサンプルを測定した後、「解析」のボタンをク
リックし、ネガティブコントロール（ΔCb）のデータを入れて再計算を行う。得られた「胚
表面から放出される酸素量（ mol/s）」が細胞塊の酸素消費速度である。  
 
3.3 MCF-7 細胞塊サイズと酸素消費速度の関係  
 
ハンギングドロップ培養で 形成した MCF-7 細胞塊
を用いて、細胞塊のサイズと酸素消費の関係を調べた。
初 期 ド ロ ッ プ 内 の 細 胞 数 を 100 に 設 定 し （ 100 
cells/drop）、同じ細胞塊における培養 1 日目、2 日目、
3 日目、4 日目、7 日目の時点での様子を撮影し、サイ
ズ変化を追跡した（ Fig. 3-4）。細胞塊のサイズは培養日
数の増加とともに増加するということが分かった。さ
らに初期細胞数を 100 cells/drop と 500 cells/drop に設定
し、それぞれ培養 1 日目、2 日目、3 日目、4
日目、7 日目の時点で細胞塊を回収し、酸素消
費速度 を測 定した 。 取得し た酸 素消費 速 度の
データ を縦 軸、細 胞 塊半径 を横 軸とし て プロ
ットした結果、初期細胞数に関わらず、細胞塊
の酸素消費速度は半径の 3 乗に比例すること




3.4 異なる培養環境における細胞塊増殖特徴の比較  
 
Fig. 3-4 細胞塊サイズの変化  
Fig. 3-5 細胞塊サイズと酸素消費
速度の関係  
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 ハンギングドロップ法（ 100 cells/drop）とマイク
ロウェル法（105 cells 播種）を用いて細胞塊を培養
し、培養 7 日目まで細胞塊サイズ変化を追跡して
比較した（n > 10）（ Fig. 3-6）。ハンギングドロップ
法の場 合、 培養 日数 の増加 とと もに 細胞 塊サイ ズ
も増加した。一方、マイクロウェル法ではウェルの
物理的 制限 によ り培 養三日 目か ら細 胞塊 サイズ の
抑制が顕著に現れた。また、使用したマイクロウェ
ルの半径は 100 μm にも関わらず、培養 7 日目まで













べて半径が 100 μm 程度の細胞塊を選択した。また、
ハンギングドロップ法（ 100 cells/drop）で 4 日間培養することで半径 100 μm 程度の細胞塊
が得られるため、比較対象の培養期間をすべて 4 日間に設定した。細胞塊に含む細胞数と
細胞塊体積の比を計算し、細胞密度を確認したところ、マイクロウェル法はハンギングド
ロップ法に比べ、形成した細胞塊の細胞密度が高いということが分かった（ Fig. 3-7）。  
Fig. 3-6 二種類培養法における
細胞塊サイズの経時変化  
Fig. 3-7 細胞密度の比較  
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培養 1 日目、3 日目、 5 日目の時点で細胞
塊のサイズを測定し、それぞれ 0 日目のデ
ータとの比（ % of day 0）を増殖速度とし








3.5 異なる培養環境における細胞塊代謝特徴の比較  
 
酸素消費速度測定と遺伝子解析を用いて、二
種 類 の 培 養 法 で 形 成 し た 細 胞 塊 の 代 謝 特 徴 を
比較した。比較対象は 3.4 と同様に、培養 4 日
目かつ半径 100 μm 程度の細胞塊を選択した。
酸素消費速度を測定した後、細胞密度のデータ
で規格化した結果、マイクロウェル法で作製し
た 細 胞 塊 の 酸 素 消 費 速 度 は ハ ン ギ ン グ ド ロ ッ
プ 法 の 細 胞 塊 よ り 低 い と い う こ と が 分 か っ た
（ Fig. 3-9）。さらに、8 種類のグルコース代謝関連遺
伝子の発現量を比較した結果、マイクロウェル法で
作製した細胞塊の解糖系関連遺伝子（PGK1, PDK1, HK2）の発現量が有意にハンギングド
ロップ法の細胞塊より高いということが分かった（ Fig. 3-10） [9]。遺伝子の詳細は Table. 
3-3 に示す。その中、マイクロウェル法の場合、細胞におけるピルビン酸デヒドロゲナーゼ
Fig. 3-8 増殖速度の比較  
Fig. 3-9 酸素消費速度の比較  
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キナーゼ I をコードする遺伝子 PDK1 の発現量が著しく増加した。PDK1 の転写促進は TCA
サイクル酵素のピルビン酸デヒドロゲナーゼ（ PDH）を阻害し、アセチル補酵素 A が枯渇
して TCA サイクルの活性が抑制される [10]。50
年以上前に Otto Warburg が観察した、がん細胞
は 有 酸 素 下 で も ミ ト コ ン ド リ ア の 酸 化 的 リ ン
酸化よりも、解糖系を利用して ATP を産生する
現 象 が が ん 細 胞 特 有 の ワ ー ル ブ ル ク 効 果 と し
て証明された [11]。本節で得られたマイクロウ











3.6 異なる培養環境における細胞塊薬剤感受性の比較  
 
 In vitro 培養してきたがん細胞塊は細胞の多層的構造を含む腫瘍組織のある程度の複雑
















Table. 3-3 遺伝子の詳細  
Fig. 3-10 代謝関連遺伝子の発現量  
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フルオロデオキシウリジン -5'-一リン酸（ FdUMP）となり、これが DNA に組み込まれるこ
とで DNA 合成を抑制する抗がん剤である。また、5-FU の代謝産物 5-フルオロウリジン三
リン酸（ FUTP）が UTP の代わりに RNA に組み込まれることで RNA 合成も阻害される。
薬剤処理は、臨床における 血中濃度・時間曲線下面積（ AUC）により算出した値として、
TXL と 5-FU それぞれ 0.7 g/ml、1.0 g/mL に設定した [14]。  
実験の流れは Fig. 3-11 に示す。二種類の方法で形成した培養 4 日目かつ半径 100 μm 程
度の細胞塊を選択し、個々のサイズと酸素消費速度を測定した後、96 ウェルプレートに移
動して薬剤あり・なしの培地中で 24 h 培養した後、再びサイズと酸素消費速度を測定した。
その後は通常の培養液中で培養を行い、 2 日ごとで評価を行った。それぞれ薬剤処理なし









3.6.1 サイズに基づく評価  
  
Fig. 3-12 に細胞塊を 96 ウェルプレ
ートに移動した後培養 5 日目の写真
を示す。その中、A-C はそれぞれ処理
なし（ control）、5-FU 処理及び TXL 処
理 し た ハ ン ギ ン グ ド ロ ッ プ 法 の 細 胞
塊である。 D-F はそ れぞれ処理なし
（ control）、5-FU 処理及び TXL 処理




Fig. 3-11 薬剤感受性実験の流れ  
Fig. 3-12 96 ウェルプレートに移動した後培養 5
日目の写真（A-C）ハンギングドロップ法（ D-
F）マイクロウェル法   
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Fig. 3-13 に細胞塊サイズの経時変化を示す。薬剤処理なしの細胞塊に比べ、TXL 処理し
た細胞塊の半径は 5 日後おおよそ 50%程度まで減少した（ Fig. 3-13A）。5-FU の場合では細
胞塊半径の減少量が少なかった（ Fig. 3-13B）。これにより、培養環境に関わらず、 TXL の













3.6.2 酸素消費速度に基づく評価  
 
 Fig. 3-14 に細胞塊酸素消費速度の経時変化を示す。サイズに基づく評価と同様に、 TXL
が 5-FU より細胞塊に対して顕著な酸素消費の抑制を示した。 TXL 処理した細胞塊の酸素
消費速度は 5 日後薬剤処理なしの細胞塊の 20%程度以下まで減少した。その際、5-FU の場
合では薬剤処理なしの細胞塊より 60%程度以下まで減少した。よって、酸素消費速度 に基
づく評価はサイズの比較より顕著に薬剤の効果を示した。  
 5-FU 処理の場合、培養 5 日目まで異なる培養法における薬剤処理あり・なしの細胞塊の
酸素消費速度の違いが観察されなかった。一方、TXL の場合、培養 1 日目からマイクロウ
ェル法で形成した細胞塊はハンギングドロップ法の細胞塊より有意に低下した酸素消費速




Fig. 3-13 暴露処理なしのサンプルとの比（ % of control）を基準
とした細胞塊半径の経時変化 (A) 5-FU 処理  (B) TXL 処理  
(A) (B) 
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適活性 [2]を持つ。動物細胞の SAβGAL 活性測定は、今まで単層培養系で主に行われてい
る。しかし、呈色法や吸光測定は感度や定量性に問題があり細胞塊レベルの測定が困難で
ある。本章は細胞塊の系で all-trans レチノイン酸（ATRA）処理により MCF-7 細胞老化を
誘起し、SECM を用いて細胞塊 1 個レベルの SAβGal 測定が可能であることを初めて確認
した。  
 結果、ATRA 処理した MCF-7 細胞塊の SAβGal 活性の経時変化は、従来法で評価した単
層培養細胞の傾向によく一致した。  
 
4.2 参考文献  
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遺伝子の網羅的解析が求められる [11, 12]。本章は網羅的 mRNA 解析システムを用いるこ
とで、初めて 1 細胞レベルの定量分析により HL-60 細胞とマウス ES 細胞分化前後の細胞
グループの同定を行った。  
 
5.2 実験方法  
 
5.2.1 FACS を用いた 1 細胞回収  
 
本研究は、Beckman Coulter 社の高速型自動細胞分
取装置 MoFlo XDP（ Fig. 5-1）を使用した。装置は青
レーザー（488 nm）と赤レーザー（ 642 nm）が搭載さ
れている。ノズルチップは 100 μm のものを設置して
いる。データ解析は Beckman Coulter 社の Summit 5.3
を 使 用 し た 。 操 作 は 基 本 ト レ ー ニ ン グ マ ニ ュ ア ル




Fig. 5-1 FACS 高速型自動細胞分
取装置（MoFlo XDP, Beckman 
Coulter 社）  
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分析する場合、細胞数は少なくとも 20,000 cells 以上が望ましい。検出するパラメータの
中、FSC（前方散乱光）はサンプルの大きさ、SSC（側方散乱光）はサンプル内部の複雑程
度を表す。その他、FL1 から FL7 までは蛍光検出器として、それぞれ検出できる蛍光波長










細胞回収を行う場合、核染色剤 7-AAD（7-Amino-Actinomycin D, Beckman Coulter）を用
いることで死細胞を除去できる。以下に FACS を用いた 1 細胞回収の操作を示す。  
 
①  FACS 分析するための細胞懸濁液サンプルを準備する。その際、HL-60 細胞はそのまま
細胞懸濁液を 200 μl PCR チューブに集める。接着培養中のマウス ES 細胞は、アクターゼ
により細胞を接着面から剥がしてから 200 μl PCR チューブに集める。EB の場合は 200 μl 
PCR チューブに一定量集めた後、スフェロイド分散液により細胞懸濁液に分散させる。  
②  チューブを 300 × g で 3 min 遠心分離を行い、上清液を除去する。  
③  上清培地を除去した後、 100 μl PBS 溶液と 20 μl  7-AAD 溶液（ 5 × 105 cells 以下の場
合）を添加し、室温で 30 min インキュベーションする。  
④  300 × g で 3 min 遠心分離を行う。100 μl PBS 溶液を添加し、ピッペティングにより細
胞を混合する。  
⑤  溶 液 を 1.5 ml チ ュ ー ブ に 移 し 、 さ ら に 400 μl PBS 溶 液 を 添 加 し た 後 、 FACS の
SmartSampler にセットする。  
⑥  プロトコールに従って回収を行う。その際、パラメータ FSC と SSC を使用してドット
プロットにおけるデブリの集団をカットし、細胞であるリージョン R1 を作成する（ Fig. 5-
2A）。続いてパラメータ FL4 と FSC を使用してドットプロットにおける 7-AAD に染色さ
れた死細胞の集団をカットし、生細胞であるリージョン R2 を作成する（ Fig. 5-2B）。回収
パラメータ レーザー 検出波長(nm) 検出例
FL1 青 529 ± 28 FITC, Alexa488,Carboxyfluorescein
FL2 青 575 ± 25 PE
FL3 青 625 ± 26 PI
FL4 青 670 ± 30 7-AAD
FL5 青 785 ± 62 PECy7
FL6 赤 670 ± 30 APC, Alexa647
FL7 赤 720 ± 13 Alexa700
Table. 5-1 MoFlo XDP のパラメーター、搭載レーザー、
検出波長、検出可能な蛍光分子  
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5.2.2 Nested-PCR 及び Nested primer の設計  
 
網 羅 的 遺 伝 子 解 析 を 実 現 す る た め に 、 STA（ Specific Target Amplification） 反 応 で 一 度
cDNA を増幅させてから、PCR 検出反応を行うという 2 段階の PCR を行う方法が必要であ
る [13, 14]。標準のプロトコールでは STA 反応と PCR 検出が同じプライマーを用いるが、
STA 反応の段階で目的配列と同時に増幅された非特異産物のシグナルも PCR 反応の段階
で検出してしまうため、 1 細胞サンプル或いは発現量の少ない遺伝子を検出するには感度










Fig. 5-2  FACS に基づくドットプロット  X 軸および Y 軸にパラメ
ータ FSC と SSC を選択しリージョン R1 を作成（A）パラメータ
FL4 と FSC を使用してリージョン R2 を作成（B）  
(A) (B) 
Fig. 5-3  網羅的遺伝子解析の標準プロトコールおよび融解曲線  




Nested PCR は、PCR 検出で用いるプライマー（Nested primer）を STA 反応のプライマー
（STA primer）よりも内側に設計することで、非特異増幅産物の検出を回避する方法であ











①  第 2 章 2.5.1 に示した方法で STA primer を設計し、UCSC の In-Silico PCR を用いて増
幅産物の配列を確認し、コピーする。  
②  以上に示したアドレスにアクセスし、コピーした配列を鋳型配列として Fig. 5-5 に示
した①の場所に貼り付ける。  
③ Fig. 5-5 に示した②の場所に Nested primer を用いて増幅したい配列の長さ（ 100-200, 
50-100 がお勧め）を入力した後、③のボタンを押したら自動的に設計を行う。  
④ 候補プライマーペアを確認する。設計されたプライマーの配列において、大文字で示
した塩基（A/G/C/T）が STA primer と同じ配列で、小文字で示した塩基（ a/g/c/t）が STA 
primer と異なる配列である。その際、原則として Left primer と Right primer 両方とも STA 





STA primer から設計し直す。  
 
 
Fig. 5-4  Nested PCR を使用した網羅的遺伝子解析の
プロトコールおよび融解曲線  


















5.2.3 1 細胞網羅的遺伝子解析  
 
本研究における 1 細胞網羅的遺伝子解析は Fluidigm 社の  BioMark HD システムを使用
した。システムは主に本体、制御 PC と IFC コントローラーで構成された（ Fig. 5-6）。ま
た、48.48 ダイナミックアレイという集積流体回路チップ（ Fig. 5-7）を用いることで、 48
個のサンプルと 48 種類の遺伝子、つまり 2,304 回の PCR 反応を一度に解析できる。従来
のリアルタイム PCR に比べ、定量性・柔軟性が高い、網羅的、多検体セットアップが容易、









Fig. 5-5  Primer3 ソフトウェア v. 0.4.0 
Fig. 5-6  BioMark HD システム  Fig. 5-7 48.48 ダイナミックアレイ  




1 細胞の cDNA 合成や STA 反応は Cells Direct One-Step qRT-PCR Kit（ Invitrogen）を使用
した。これにより同じチューブ内で逆転写と STA 反応を同時に行うため、煩雑な totalRNA
精製操作が不要であり、比較的低価格である。以下に実験手順を示す [16]。  
 
① Table. 5-2 に従って測定したい各遺伝子のプライマーペアミックスを用いて STA Primer 






② Cells Direct One-Step qRT-PCR Kit と STA Primer Mix を用いて Table. 5-3 に従って細胞
回収液を調整する。その後、9 μl ずつ 200 μl PCR チューブに分注する。その際、細胞を入
れない no-template control のチューブと RNase フリー水の代わりに Universal human/mouse 







③ 蓋が開いた状態で細胞回収液が入ったチューブを 96 ウェル  PCR チューブラックに設




④ チューブを Peltier Thermal Cycler (PTC-200; 
BIO-RAD)に設置し、Table. 5-4 に示したプロトコ
ールで STA 反応を行う。  
⑤ STA 反応の後、溶液中の残存プライマーを除去するため Exonuclease I（New England 
試薬 液量
48種類遺伝子のプライマーペアミックス 2.0 μl × 48
RNaseフリー水 104.0 μl
Total液量 200.0 μl
Table. 5-2 各遺伝子の STA Primer Mix の調整  
試薬
1サンプルあたり 48サンプル
CellsDirect 2X Reaction Mix 5.0 μl 255.0 μl
SuperScript III RT Platinum Taq Mix 0.2 μl 10.2 μl
STA Primer Mix 2.5 μl 127.5 μl
RNaseフリー水 1.3 μl 66.3 μl
Total液量 9.0 μl 459.0 μl
液量
Table. 5-3 細胞回収液の調整  
Cycles Target Temperature Incubation Time
1 50 °C 15 min
1 95 °C 2 min
95 °C 15 sec
60 °C 4 min
1 4 °C ∞
20
Table. 5-4 STA 反応のプロトコール  
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Biolabs）処理を行う。Table. 5-5 に従って反応液を調整した後、3.6 μl ずつチューブに添加
し十分混合する。その後チューブをもう一回 Peltier Thermal Cycler に設置し、Table. 5-6 に
示したプロトコルで反応を行う。反応終了後、トータル 12.6 μl の一つの産物溶液に対して












⑥ Table. 5-7 に従って 48.48 ダイナミックアレイ用の各遺伝子のアッセイミックス溶液を
調整する。また、Biomark 本体のカメラとランプが指定な温度に達するまで時間がかかるた
















RNaseフリー水 2.52 μl 128.52 μl
Exonuclease I Reaction Buffer 0.36 μl 18.36 μl
Exonuclease I at 20 units/μl 0.72 μl 36.72 μl
Total液量 3.6 μl 183.6 μl
液量
Table. 5-5 Exonuclease I 反応液の調整  
Table. 5-6 Exonuclease I 反応のプロトコール  
Cycles Target Temperature Incubation Time
1 37 °C 30 min
1 80 °C 15 min
1 4 °C ∞
試薬
1サンプルあたり 48サンプル
2X Assay Loading Reagent 3.0 μl 180 μl




Table. 5-7 各遺伝子のアッセイミックス溶液の調整  
試薬
1サンプルあたり 48サンプル
2X TaqMan Gene Expression Master Mix 3.0 μl 180 μl
20X DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 0.3 μl 18 μl




Table. 5-8 各サンプルのミックス溶液の調整  
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⑧ BioMark システム簡易操作説明書 v4 の 9 ページから 18 ページの説明に従って一連の
操作を行う。  
⑨ Application: Gene expression, Reference: ROX, Probes: Single probe, Probe type: Evagreen
にそれぞれ設定し、次の Thermal Procotol のどころは GE 48 × 48 PCR + Melt v1.pcl を選択
する。Auto Exposure がチェックされるのを確認した後、 next をクリックする。  
⑩ もう一回設定を確認した後 Start Run をクリックし、測定を行う。  
 
5.2.4 1 細胞のデータ分析  
 
Biomark 本体の PCR 反応が終了した後、BioMark システム簡易操作説明書 v4 の 22 ペー
ジから 42 ページの説明に従って BioMark Real Time PCR Analysis ソフトウェアを用いてサ
ンプル /アッセイ情報のセットアップする。説明書の 43 ページからは ΔΔCt 法の計算の説
明だが、1 細胞解析の場合基準とするサンプルが必要ない。なので 47 ページから 48 ペー
ジまでの説明に従って、内在性コントロール遺伝子の設定及び遺伝子側の ΔCt 値の計算の
みを行う。最後解析データを .csv フォーマットでエクスポートする 。  
また、R 言語に基づくソフトウェア SINGuLAR Analysis Toolset 3.0（ Fluidigm）を用いる











は 大 き く 分 け て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ
（ Hierarchical Clustering ） と 非 階 層 的 手 法
（Non-Hierarchical Clustering）二種類がある。
本 研 究 で は 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を 用 い て
Fig. 5-8 階層的クラスタリング  








2) 主成分分析  
 
 主成分分析（Principal Component Analysis, PCA 分析）は元データから計算した主成分と
言った合成変量を用いる統計的解析法として、第一主成分（PC1）と第二主成分（PC2）の







を新しい軸（横軸）に投影して新たな合成変量（主成分）を作る。その際、 Fig. 5-9B に比














Fig. 5-9 一次元データにおける主成分軸の決定  
(A) (B) 
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 次に、それを二次元データ（ 5 個の細胞に対する二つ遺伝子の発現量）に応用する時（ Fig. 
5-10）、横軸・縦軸の遺伝子発現量の元データ以外に、もう一つの新しい軸を作る。各細胞
の元データを新しい軸（横軸）に投影し、射影のバラツキが一番大きい場合、その軸を第
1 主成分（PC1）となる（ Fig. 5-10A）。その後、PC1 軸と直交する軸の中で、さらに軸上に











  主成分分析においては、主成分負荷量（ Principal Component Loading）が重要である。
主成分負荷量は主成分と元のデータとの相関係数であり、それをプロットすることにより
主成分に寄与している因子を視覚的に捉えることができる 。その時、因子負荷量が 1 か -1
に近い因子ほど、主成分に強く寄与する。  
 
5.3 HL-60 細胞の 1 細胞解析 [14] 
 
Nested-PCR の有用性を確認するために、分化前後の HL-60 細胞を用いて 1 細胞遺伝子発
現解析を行った。  
 






Fig. 5-10 二次元データにおける主成分軸の決定  
(B) (A) 
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消失するため、分化機構の解明が白血病研究に繋がる。本節 では 1 μM ATRA 四日間処理に
より HL-60 細胞の顆粒球分化を誘起し、1 細胞レベルで分化前後の細胞集団の同定を行っ
た。  
 
5.3.2 1 細胞遺伝子解析の結果  
 
 5.2.1 に示したプロトコールに従って、分化前 HL-60 細胞（ATRA(-)）と分化後 HL-60 細
胞（ATRA(+)）の 1 細胞を 20 サンプルずつ回
収し、Biomark 解析を行った。選択した遺伝
子詳細は Table. 5-9 に示す。その際、比較す
る た め に 、 一 つ の 遺 伝 子 に つ い て 、 Nested 
primer と STA primer 両方を使用した。 Fig. 5-
11 に Ct 値に基づく発現量のヒートマップを
示す。  
 Fig. 5-12 と Fig. 5-13 に そ れ ぞ れ Nested 
primer と STA primer による発現量データのク
ラスター解析結果を示す。 STA primer の場合、非特
異増幅産物の影響で ATRA(-)と ATRA(+)の細胞集団
の分類が不完全だった。一方 Nested primer を用いた
ことで、ATRA(-)と ATRA(+)それぞれの細胞集団の同定に成功した。分化前の ATRA(-)細胞
に比べ、分化後の ATRA(+)細胞はがんマーカーMYC や代謝関連遺伝子の GSK3B、SDHA の
発現量が低下し、顆粒球細胞マーカー CD1D とがん抑制因子 NOTCH1 の発現量が増加した









Fig. 5-11 HL-60 細胞の 1 細胞解析
の結果（Heat map）  


































Fig. 5-12 STA primer による遺伝子発現量データのクラスター解析  























Table. 5-9 HL-60 の 1 細胞解析で使用した遺伝子の情報  
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5.4 マウス ES 細胞の 1 細胞解析  
 
本節はマウス ES 細胞の分化過程に着目し、1 細胞遺伝子発現解析を行うことで ES 細胞
分化の不均一性を確認した。  
 
5.4.1 分化前後 ES 細胞の回収  
 
 未分化細胞は 2 章 2.3.3 に示した平面培養の培地で培養した細胞を用いた（ Fig. 5-14A）。  
分化細胞はハンギングドロップ法（ 1000 cells/drop）で作製した後、四日間培養した EB
を用いた（ Fig. 5-14B）。その際、分化誘導培地は DMEM（High Glucose, GlutaMAX, Pyruvate; 
Gibco）に 15% FBS、 1% PS 及び 0.1 mM 2-ME が添加されたものを使用した。  
5.2.1 に従って、未分化 ES 細胞と分化した細胞の 1 細胞を 23 サンプルずつ回収し、









5.4.2 1 細胞遺伝子解析の結果  
 
選択 し た遺 伝 子詳 細 は Table. 5-10 に示
す。プライマーはすべて Nested primer を






Fig. 5-14 (A) 未分化維持培地中のマウス ES 細胞  
(B) 分化誘導培地中の EB 培養  
Fig. 5-15 マウス ES 細胞の 1 細胞解析の結
果（Heat map）  




 Fig. 5-16A,B それぞれ細胞の主成分得点と遺伝子の主成分負荷量 を示す。PC1 に沿って、
右側に未分化 ES 細胞、左側に分化した細胞がそれぞれ集中した。遺伝子主成分負荷量と
対照して観察すると、PC1 右側の未分化 ES 細胞は未分化関連遺伝子（Nanog, Pou5f1, Sox2）
との相関が高く、左側の分化した細胞では分化関連遺伝子（ Mesp1, Gata4）と相関が高い。


























Fig. 5-16 ES 細胞の PCA  (A) 細胞の主成分得点  (B) 遺伝子の主成分負荷量  
(A) (B) 

























5.5 まとめ  
 
本章は Biomark システムを用いた 1 細胞解析に Nested-PCR を導入して HL-60、マウス
ES 細胞の遺伝子発現プロファイルを取得した。遺伝子発現プロファイルに基づき、  分化
前後の HL-60、マウス ES 細胞を複数のグループに分類することに成功した 。この解析は 6
章にも活用した。  
 
5.6 参考文献  
 
































































Table. 5-10 マウス ES 細胞の 1 細胞解析で測定した遺伝子の情報  
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第 6 章  中胚葉前駆細胞分化過程の増殖、代謝挙動評価  
 
本章の内容は「Proliferation and metabolic characterization of Flk -1(+) mesodermal progenitor 
cells」という題目で、 Differentiation の学術論文として投稿中であり（ 2015 年 3 月 2 日現
在）、要約のみを示す。  
 
6.1 要約  
 




ブレイクスルーを成し遂げた [3-6]。  
未分化 ES 細胞から心筋、血管、血球細胞を得るためには、中胚葉前駆細胞という段階
を経由する。 Flk-1、別名 VEGFR2 は中胚葉前駆細胞の重要なマーカーである [7-10]。既往
の研究では Flk-1(+)細胞の中にも、分化初期・後期があり、それぞれ血球系・心筋系細胞に
分化することが分かった [9, 11, 12]。しかしながら、これらの知見は単層培養系で得られた
ものであり、細胞塊レベルの機能解析は行われていない 。また、中胚葉前駆細胞における
分化以外の挙動解析もまだ解析されていない。本章は発現初期（day 3.25）・後期（day 4.25）
の Flk-1(+)細胞から細胞塊を作製し、これまで知見のない増殖、酸素消費及び 1 細胞網羅
的遺伝子解析に着目し中胚葉前駆細胞の詳細な機能解析を試みた。  
細胞塊レベルの酸素消費測定と 1 細胞レベル網羅的遺伝子解析に関する実験の結果、ES
細胞中胚葉分化過程における代謝活性が抑制された細胞群を発見し、 分化中の ES 細胞の
代謝活性は多能性転写因子（ Pou5f1, Nanog など）により制御されることが分かった。  
 
6.2 参考文献  
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第 1 章  序論  
 
本章では、細胞の三次元培養、マイクロ電極を用いる電気化学測定及びフローサイトメト
リー（ FACS）の基本原理を記した。  
 
第 2 章  実験  
 
本章では、細胞培養、走査型電気化学顕微鏡 SECM 及びリアルタイム PCR 技術について記
した。  
 







した同じ培養日数かつ半径約 100 μm の細胞塊を選択し、酸素消費速度を測定した結果、
マイクロウェル法で作製した細胞塊の細 胞あたりの酸素消費速度が有意に低下した。さら






第 4 章  SECM による細胞内在性老化関連 βGal 測定法の開発  




本章では、細胞塊の系でレチノイン酸（ ATRA）処理により MCF-7 細胞老化を誘起し、
SECM を用いて細胞塊 1 個レベルの SAβGal 測定が可能であることを初めて確認した。細
胞塊を測定基質 4-アミノフェニル  β-D-ガラクトピラノシド（ PAPG）の溶液に移動した後、
リソソームに内在する SAβGal が PAPG と反応し、電気化学的活性を持つ p-アミノフェノ
ール（PAP）を生成する。0.3V の電位を印加したマイクロ電極で PAP の酸化電流を検出し
た。体積あたりの PAP 生成率を用いて細胞塊における SAβGal の発現量を比較できる。固
定化・膜透過処理した細胞塊を用いて測定した結果、ATRA 処理した細胞塊の SAβGal 発現
量はコントロールに比べ有意な増加が認められた 。 SAβGal 発現量は培養日数とともに変
化し、細胞老化マーカー遺伝子の発現量と同様な傾向を示した。  
 
第 5 章  1 細胞網羅的遺伝子解析法の開発と分化モデルへの応用  
 
本章では、網羅的 mRNA 解析システムを用いることで、初めて 1 細胞レベルの定量分析
によりヒト前骨髄性白血病細胞株（ HL-60）とマウス胚性幹細胞（ ES 細胞）分化前後の細
胞グループの同定を行った。高速セルソーター（ FACS）で単一細胞を回収した後、Biomark
シ ス テ ム を 用 い て 網 羅 的 遺 伝 子 解 析 を 行 っ た 。 そ の 際 、 検 出 感 度 を 増 加 さ せ る た め に
Nested-PCR 技術を導入した。HL-60 細胞を ATRA 処理で顆粒球に分化するモデルを用いて
分化前後の 1 細胞解析を行った。未分化細胞と分化した細胞の集団が遺伝子発現量のプロ
ファイルによってそれぞれのグループに同定された 。  





第 6 章  中胚葉前駆細胞分化過程の増殖、代謝挙動評価  
 
本章では、マウス ES 細胞の発現初期（day 3.25）・後期（day 4.25）の Flk-1(+)中胚葉前
駆細胞細胞から細胞塊を作製し、これまで知見のない増殖、酸素消費及び 1 細胞網羅的遺
伝子解析に着目して中胚葉前駆細胞の詳細な機能解 析を試みた。分化誘導した ES 細胞を
FACS で同定した後、 Flk-1(+)細胞と Flk-1(-)細胞をそれぞれ細胞非接着性ウェルプレート
に 回 収 し 、 細 胞 塊 を 形 成 さ せ た 。 細 胞 回 収 の タ イ ミ ン グ を ず ら し 分 化 初 期 ・ 後 期 の
Flk1(+)/(-)細胞からなる四種類の細胞集団（初期 Flk-1(+)、初期 Flk-1(-)、後期 Flk-1(+)、後
期 Flk-1(-)）を回収後、10 日間再培養した。回収細胞数が同一にも関わらず、後期 Flk-1(+)
細胞のみが特異的に、ほかの 3 つの細胞集団よりも顕著な増殖抑制を示した。酸素消費速
度と代謝関連遺伝子発現量を測定した結果、 Flk-1(+)細胞は Flk-1(-)細胞より低下した代謝
強度を示した。そこで後期 Flk-1(+)細胞と後期 Flk-1(-)細胞の 1 細胞網羅的遺伝子解析を行
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